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Η ψωρίαση είναι μία πολυπαραγοντική νόσος με ισχυρό γενετικό υπόβαθρο. Οι συνήθεις 
αγωγές στοχεύουν στην αντιμετώπιση των συμπτωμάτων και περιλαμβάνουν φάρμακα, όπως 
τους βιολογικούς παράγοντες (π.χ. αντι-TNF) και τα συστημικά φάρμακα. Ωστόσο, δεν 
ανταποκρίνονται όλοι οι ασθενείς στη θεραπεία. Στόχος της φαρμακογενετικής είναι η 
ταυτοποίηση παραλλαγών, όπως SNPs του γονιδιώματος που μπορεί να συσχετίζονται με την 
απόκριση σε θεραπεία. Υπάρχουν περιορισμένες μελέτες φαρμακογενετικής στην ψωρίαση, οι 
οποίες αφορούν συστημικές θεραπείες όπως η μεθοτρεξάτη, η κυκλοσπορίνη και η ακιτρετίνη 
και ορισμένους βιολογικούς παράγοντες (αντι-TNF και αναστολείς των IL-12/23). Η 
απρεμιλάστη είναι ένα νέο φάρμακο που χορηγείται από το 2014 σε ασθενείς με ψωρίαση και 
δεν υπάρχει κάποια δημοσιευμένη σχετική φαρμακογενετική μελέτη. Η συγκεκριμένη εργασία 
αποτελεί μία προκαταρκτική μελέτη στην οποία θα στηριχθεί φαρμακογενετική ανάλυση 
συσχέτισης πολυμορφισμών με την απόκριση σε αυτό το φάρμακο. Ως υποψήφιο γονίδιο 
επιλέχθηκε το PDE4B (φωσφοδιεστεράση 4), διότι αποτελεί στόχο αυτού του φαρμάκου καθώς 
η απρεμιλάστη είναι ένας μοριακός αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης 4. Ειδικότερα, η 
μελέτη περιλαμβάνει γονοτύπηση του SNP rs6684621 του γονιδίου PDE4B σε τριάντα επτά 
δείγματα ασθενών που πάσχουν από ψωρίαση και τους χορηγήθηκε η απρεμιλάστη. Με βάση 
τη γονοτύπηση, η οποία έγινε με PCR-SSCP και ακόλουθη αλληλούχηση επιλεγμένων 
δειγμάτων, προσδιορίστηκαν οι γονοτυπικές [f(CC) = 0.45, f(CT) = 0.37 και f(TT) = 0.16] και 
οι αλληλομορφικές συχνότητες [p = f(C) = 0.635 και q = f(T) = 0.345]. Ο αριθμός των 
δειγμάτων είναι μικρός για να πραγματοποιηθεί στατιστική ανάλυση απόκρισης στο φάρμακο 
ωστόσο σε εξέλιξη είναι η συλλογή επιπλέον δειγμάτων, ώστε να πραγματοποιηθεί αξιόπιστη 
ανάλυση συσχέτισης για αυτό αλλά και για άλλα SNPs τόσο του γονιδίου PDE4B όσο και των 
άλλων τριών γονιδίων της φωσφοδιεστεράσης 4.  
 
ABSTRACT 
Psoriasis is a multifactorial disease with a strong genetic background. Τreatments include 
biological agents (e.g. anti-TNF inhibitors) and systemic drugs. However, not all patients 
respond to treatment. The aim of pharmacogenetics is to identify polymorphisms (e.g. SNPs) 
that are associated with response to a drug. There are limited studies of pharmacogenetics in 
psoriasis, which address systemic therapies such as methotrexate, cyclosporine and acitretin 
and specific biological agents (anti-TNF and IL-12/23 inhibitors). Apremilast is a new drug that 
has been approved since 2014 to patients with psoriasis. However, till now there is no published 
pharmacogenetic study of apremilast. This work is a preliminary study for a pharmacogenetic 
association analysis of polymorphisms with response to this drug. PDE4B gene 
(phosphodiesterase 4) was selected as a candidate gene because it is the target of this drug. 
Apremilast is a molecular inhibitor of phosphodiesterase 4. Specifically, the study included 
genotyping of the SNP rs6684621 of the PDE4B gene in thirty-seven patients with psoriasis 
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treated with apremilast. Genotyping has been performed with PCR-SSCP and sequencing of 
selected samples. Based on the genotyping results, genotypic [f (CC) = 0.45, f (CT) = 0.37 and 
f (TT) = 0.16] and allelic frequencies [p = f (C) = 0.635 and q = f (T) = 0.345] were calculated. 
The number of samples is small to perform an association analysis of the drug response. 
However, additional samples are being collected in order to perform a reliable association 







Η ψωρίαση είναι μια χρόνια φλεγμονώδης πάθηση του δέρματος που επηρεάζει παγκοσμίως 
το 2-5% του ανθρώπινου πληθυσμού (Dogra et al. 2016). Η συχνότητα στους ενήλικες κυ-
μαίνεται από 0,51 έως 11,43% και σε παιδιά από 0 έως 1,37% ανάλογα με την ηλικία, τη 
γεωγραφική θέση και την πληθυσμιακή ομάδα (Michalek et al. 2017). Kλινικά, χαρακτηρίζεται 
από ερυθηματώδεις κηλίδες, βλατίδες και πλάκες, οι οποίες καλύπτονται από αργυρόχρωμα 
λέπια. Οι ερυθηματώδεις κηλίδες του δέρματος είναι συνέπεια του υπερπολλαπλασιασμού των 
επιδερμικών κυττάρων με πρόωρη παραγωγή κερατινοκυττάρων και μη ολοκληρωμένη 
κερατινοποίηση και διατήρηση του πυρήνα στην κεράτινη στιβάδα. Ο ρυθμός της κυτταρικής 
διαίρεσης των βασικών κυττάρων αυξάνεται σε αντίθεση με εκείνον του φυσιολογικού 
δέρματος (Parisi et al. 2013). Η στοιβάδα των βασικών κυττάρων είναι το βαθύτερο στρώμα 
της επιδερμίδας και περιλαμβάνει τα κερατινοκύτταρα και τα μελανοκύτταρα. Ειδικότερα, τα 
κύτταρα στη μίτωση έχουν γρηγορότερο κυτταρικό πολλαπλασιασμό (50 φορές ταχύτερα) σε 
σύγκριση με την φυσιολογική επιδερμίδα (Raychaudhuri et al. 2014). Παλαιότερα, η ψωρίαση 
είχε θεωρηθεί ως μια ασθένεια με υπερπολλαπλασιασμό και ανώμαλη διαφοροποίηση των 
κερατινοκυττάρων, ενώ οι πρόσφατες έρευνες επιβεβαιώνουν ότι η ψωρίαση είναι μία 
αυτοάνοση δερματική πάθηση που χαρακτηρίζεται από μη φυσιολογικές αποκρίσεις του 
ανοσοποιητικού συστήματος ρυθμιζόμενες από τα Τ-κύτταρα. Τα κύρια κλινικά 
χαρακτηριστικά της ψωρίασης είναι α) παχιά επιδερμίδα η οποία χαρακτηρίζεται από 
υπερπαραγωγή κερατινοκυττάρων και έκφραση της κερατίνης 16 (Κ16) σε κύτταρα πάνω από 
το βασικό στρώμα και β) δράση των κυττάρων του ανοσοποιητικού, συμπεριλαμβανομένων Τ 
κυττάρων, δενδριτικών κυττάρων, μακροφάγων και ουδετερόφιλων (Clark et al. 2006).  
 
1.2 Μορφές ψωρίασης 
Η διάγνωση της ψωρίασης είναι κυρίως κλινική. Υπάρχουν διάφοροι κλινικοί τύποι ψωρίασης. 
H πιο συνηθισμένη είναι η χρόνια ψωρίαση κατά πλάκας, η οποία επηρεάζει το 80% έως το 
90% των ασθενών με ψωρίαση. Το χαρακτηριστικό της ψωρίασης κατά πλάκας είναι καλά 
οριοθετημένες, συμμετρικές ερυθηματώδεις πλάκες που καλύπτονται με αργυρόχρωμη 
συσσώρευση νεκρών κυττάρων του δέρματος (Εικόνα 1). Αυτές οι πλάκες εμφανίζονται 
συνήθως στο τριχωτό της κεφαλής, στα γόνατα, στους αγκώνες και στο κάτω μέρος της πλάτης. 
Λιγότερο κοινές μορφές ψωρίασης είναι η ανάστροφη ψωρίαση, η φλυκταινώδης ψωρίαση, η 
σταγονοειδής ψωρίαση και  η ερυθροδερμική ψωρίαση. Αυτές οι μορφές διαφοροποιούνται 
μεταξύ τους από τη μορφολογία που έχει ο κάθε τύπος πλάκας (Kim et al. 2017). Στην 
ανάστροφη ψωρίαση το εξάνθημα εμφανίζεται στις πτυχωτές περιοχές του σώματος 
(μασχάλες, κάτω από τους μαστούς, ανάμεσα στους γλουτούς, στις μηρογεννητικές πτυχές) και 
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οι πλάκες αντί να έχουν λέπια είναι υγρές λόγω της ανατομικής τους εντόπισης. Όσον αφορά 
τη φλυκταινώδη ψωρίαση, η μορφή αυτή θεωρείται ιδιαίτερα σπάνια και στα πλαίσια της 
κλινικής εικόνας παρατηρούνται φυσαλίδες με πύο. Aρχικά οι φυσαλίδες είναι άσπρες, μετά 
γίνονται κίτρινες κατόπιν περισσότερο κίτρινες ή καφέ. Υπάρχουν δύο βασικά είδη 
φλυκταινώδους ψωρίασης, η τοπική που περιορίζεται στα χέρια και τα πόδια και η εκτεταμένη, 
όπου τα συμπτώματα ψωρίασης εμφανίζονται σε οποιοδήποτε σημείο του σώματος. Η 
σταγονοειδής ψωρίαση χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση μικρών, φολιδωτών αλλοιώσεων ροζ 
ή κόκκινου χρώματος σε σχήμα σταγόνας. Οι αλλοιώσεις αυτές εμφανίζονται σε εκτεταμένες 
περιοχές του σώματος, όπως ο κορμός, τα άκρα και ορισμένες φορές το τριχωτό της κεφαλής 
και το πρόσωπο. Τα συμπτώματα ψωρίασης αυτού του τύπου εμφανίζονται συνήθως αιφνιδίως 
και σε νεότερους ασθενείς, κυρίως μετά από λοίμωξη από στρεπτόκοκκο. Τέλος, η 
ερυθροδερμική θεωρείται σπάνια μορφή ψωρίασης και οι πλάκες της νόσου καταλαμβάνουν 
σχεδόν όλη την επιφάνεια του δέρματος, εγκαθίστανται σταδιακά ή και αιφνίδια. Tα λέπια εδώ 
είναι λιγότερα και το δέρμα είναι έντονα ερυθρό (ερυθροδερμία), γεγονός που έχει σαν 
αποτέλεσμα την απώλεια περισσότερου νερού και θερμότητας από την επιδερμίδα (Weigle et 
al. 2013). 
 











Εικόνα 1: Μορφές της ψωρίασης (National Psoriasis Foundation) 
 
 
1.3 Ανοσολογικός μηχανισμός πρόκλησης της ψωρίασης 
Το 1979, οι ερευνητές διαπίστωσαν ότι η κυκλοσπορίνη Α (CsA) βελτιώνει τις ψωριασικές 
εκδηλώσεις του δέρματος, γεγονός που φανέρωσε πως η παθολογία της ψωρίασης σχετίζεται 
όχι μόνο με τα κερατινοκύτταρα αλλά και με το ανοσοποιητικό σύστημα (Meinardi et al.  
1987). Τα κύτταρα που είναι σημαντικά στην παθογένεση της ψωρίασης είναι τα δενδριτικά 
κύτταρα  DC, τα βοηθητικά κύτταρα Τ (Th17 και Th1) και τα κερατινοκύτταρα (Harden et al. 
2015), όπως δείχνει και η Εικόνα 2. Τα δενδριτικά κύτταρα DC, τα οποία ενεργοποιούνται από 
ποικίλλα ερεθίσματα, παράγουν και εκκρίνουν σε μεγάλες ποσότητες τον παράγοντα νέκρωσης 
του όγκου TNF -α και ιντερλευκίνη IL-23 και IL-2. Η IL-23 επάγει τη διαφοροποίηση των Τ 
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κυττάρων σε Th17. Τα ενεργοποιημένα κύτταρα Th17 υπερπαράγουν IL-17 και IL-22 (Hawkes 
et al. 2017). Ο παράγοντας TNF-a και η IL-17 ενεργοποιούν τα κερατινοκύτταρα και προάγουν 
την επιδερμική υπερπλασία. Επίσης, επάγεται η στρατολόγηση κυττάρων που παρατηρούνται 
κατά τη φλεγμονή, όπως τα ουδετερόφιλα, και η παραγωγή αντιμικροβιακού πεπτιδίου ΑΜΡ. 
Η IL-12 που παράγεται από τα δενδριτικά κύτταρα επάγει τα Th1. Τα Th1 παράγουν 
κυτταροκίνες, συμπεριλαμβανομένης της ιντερφερόνης IFN-γ (Teunissen et al. 1998). Αυτή η 
ανώμαλη ανοσοαπόκριση συνεχίζεται καθώς ο ΤΝF-α ενεργοποιεί τα δενδριτικά κύτταρα. 
Έπειτα, αυτές οι κυτταροκίνες αλληλεπιδρούν με τα επιδερμικά και δερματικά κύτταρα και στη 
συνέχεια προκαλούν αλλαγές, συμπεριλαμβανομένου του πολλαπλασιασμού των 
κερατινοκυττάρων και την πάχυνση της επιδερμίδας. Όλες οι αλλαγές που αφορούν στα δύο 
κύρια μονοπάτια των  Τ κυττάρων περιλαμβάνουν: IL-2 / Th1 / ιντερφερόνη IFN-γ και IL-23 / 
Th17 / IL-17. Στο πρώτο μονοπάτι, η IFN-γ που παράγεται από ενεργοποιημένα κύτταρα Th1 
επάγει την έκφραση των συν-διεγερτικών μορίων σε δενδριτικά κύτταρα και την 
ενδοκυτταρική προσκόλληση του μορίου (ICAM)-1 στα κερατινοκύτταρα, διεγείρει τον 
παράγοντα νέκρωσης όγκου (TNF)-α από μακροφάγα και αναστέλλει την απόπτωση των 
κερατινοκυττάρων (Myers et al. 2006). Στο δεύτερο μονοπάτι, τα κύτταρα Th17 
απελευθερώνουν τις κυτταροκίνες IL-17 και IL-22. Η IL-17 μπορεί να επηρεάσει την έκφραση 
κυτταροκινών όπως ΤΝF-α και ICAM-1, να αυξήσει την έκφραση των κερατινοκυττάρων σε 
χημειοκίνες και να μειώσει την έκφραση μορίων κυτταρικής προσκόλλησης (Fitzgerald et al. 
2014). Η IL-22 προωθεί επίσης τον πολλαπλασιασμό των κερατινοκυττάρων (Fujita 2013). Και 




Εικόνα 2: Παθογένεση της ψωρίασης (Zeng et al. 2017) 
 
1.4 Γενετική βάση της ψωρίασης 
Η ψωρίαση είναι μια πολυπαραγοντική ασθένεια με ισχυρό γενετικό υπόβαθρο. Η συχνότητα 
της ψωρίασης είναι σημαντικά αυξημένη (P <0,05) στους συγγενείς των ασθενών και το 
ποσοστό εμφάνισης (συμπτωτικότητα) είναι πολύ υψηλότερο μεταξύ μονοζυγωτικών διδύμων 
(65-72%) σε σύγκριση με τα διζυγωτικά δίδυμα (15-30%), γεγονός που έδειξε ότι η γενετική 
προδιάθεση  διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην ψωρίαση (Lønnberg et al. 2013).  
Σχετικά με τους γενετικούς τόπους που συμβάλουν στην εκδήλωση της ψωρίασης, τα πρώτα 
δεδομένα προέρχονται από μελέτες γενετικής σύνδεσης. Ειδικότερα, φαίνεται ότι ο γενετικός 
τόπος PSORS1 αντιπροσωπεύει το 35-40% της κληρονομικότητας της ψωρίασης. Ο PSORS1 
χαρτογραφείται στο μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας (MHC) στη χρωμοσωματική 
περιοχή 6p21. Oι έρευνες καθόρισαν την ελάχιστη κρίσιμη περιοχή μήκους 150 kb που 
καλύπτει την περιοχή MHC τάξης Ι και περιλαμβάνει εννέα γονίδια. Από αυτά, τρία (HLA-C, 
CCHCR1 και CDSN) είναι πολύ πολυμορφικά (Puig, et al. 2014). Το HLA-C κωδικοποιεί έναν 
υποδοχέα MHC τάξης Ι που συμμετέχει σε ανοσοαποκρίσεις μέσω της παρουσίασης αντιγόνων 
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σε Τ λεμφοκύτταρα και γι’ αυτό το λόγο αποτελεί πολύ καλό υποψήφιο γονίδιο. Τα τελευταία 
χρόνια, αρκετές μελέτες έχουν συσχετίσει το αλληλόμορφο HLA-Cw6 με την ψωρίαση. Το 
HLA-Cw6 μπορεί να έχει υψηλή συγγένεια δέσμευσης για ένα ή περισσότερα αυτοαντιγόνα 
της ψωρίασης (Chen et al. 2018). Πράγματι, οι  ερευνητές έχουν βρει ότι το HLA-Cw6 μπορεί 
να παρουσιάσει ένα συγκεκριμένο αυτοαντιγόνο μελανοκυττάρων (ADAMTS-like protein 5) 
σε Τ κύτταρα (Arakawa et al. 2015). Το ADAMTSL5 είναι μία πρωτεΐνη της υπεροικογένειας 
ADAMTS των μεταλλοπρωτεασών που παίζει ρόλο στο σχηματισμό μικροϊνιδίων και έχει 
συσχετιστεί με την ανοσοπαθογένεσης της ψωρίασης. Σε ασθενείς με ψωρίαση, τα 
μελανοκύτταρα τους φάνηκαν να εκφράζουν αυξημένα επίπεδα ADAMTSL5. Η λειτουργία 
του γονιδίου CCHCR1 δεν είναι γνωστή, ενώ το CDSN κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη των 
κερατινοκυττάρων που εμπλέκεται στην απολέπιση του δέρματος, μια διαδικασία που είναι 
γνωστό ότι διαταράσσεται στην ψωρίαση.   
Η περιοχή PSORS4 χαρτογραφείται στο χρωμόσωμα 1q21, όπου υπάρχει το Σύμπλεγμα 
Επιδερμικής Διαφοροποίησης (Epidermal Differentiation Cluster EDC). Πρόκειται για ένα 
εξελικτικά διατηρημένο τμήμα του γονιδιώματος με περισσότερα από 60 γονίδια που 
εμπλέκονται στην διαφοροποίηση των κερατινοκυττάρων. Η διαγραφή δύο γονιδίων του EDC 
(LCE3B και LCE3C, που κωδικοποιούν δύο πρωτεΐνες του πυρηνικού φακέλου) συνδέεται με 
την εμφάνιση της ψωρίασης. Άρα έχουν παθογόνο ρόλο και προκαλούν διάσπαση του 
επιδερμικού φραγμού (Deng et al . 2016). 
Πιο πρόσφατα, σημαντικές πληροφορίες σχετικά με την συσχέτιση μονονουκλεοτιδικών 
πολυμορφισμών SNPs με την ψωρίαση προέκυψαν από μελέτες GWAS (genome wide 
association studies). Ειδικότερα εντοπίστηκαν 47 SNPs, σημαντικό ποσοστό των οποίων 
βρίσκονται σε  γονίδια που συμμετέχουν σε συγκεκριμένα βιολογικά μονοπάτια του 
ανοσοποιητικού συστήματος. Αυτά αφορούν την παρουσίαση αντιγόνων (HLA-C και ERAP1) 
και κυρίως την ενεργοποίηση των κυττάρων Th17 (Tsoi et al. 2015). Σε μελέτη που 
περιελάμβανε 761 Ευρωπαίους εντοπίστηκαν 4 SNPs, τα rs27524, rs26653, rs30187, rs151823 
στο ERAP1. Επίσης, μία μελέτη σε 653 Κινέζους συσχέτισε 1 SNP του γονιδίου PTTG1, το 
rs2431697, με την ψωρίαση.   Ο μεταγραφικός παράγοντας  που κωδικοποιείται από το PTTG1 
ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των κερατινοκυττάρων. Η υπερέκφραση 
του γονιδίου έχει ως αποτέλεσμα τον υπερπολλαπλασιασμό και μειωμένη διαφοροποίηση των 
κερατινοκυττάρων και την υπερπαραγωγή του TNF-a.   
Οι περιβαλλοντικοί παράγοντες φαίνεται ότι πυροδοτούν την εμφάνιση των φλεγμονωδών 
ασθενειών σε άτομα με  γενετική προδιάθεση, όπως και στην ψωρίαση. Είναι ευρέως αποδεκτό 
ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ περιβαλλοντικών και γενετικών παραγόντων συμβάλλει στην 
εμφάνιση, την ανάπτυξη και τα κλινικά συμπτώματα της (Parisi et al. 2013). Πολλές αλλαγές 
θα μπορούσαν να προκληθούν από περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η διατροφή, οι 
μικροβιακές λοιμώξεις (από βακτήρια, μύκητες και ιούς), οι χημικές ερεθιστικές ουσίες, η 




1.5 Φαρμακογενετική της ψωρίασης 
Ο κλάδος της φαρμακογενετικής μελετά πώς το γενετικό υπόβαθρο επηρεάζει την απόκριση 
του οργανισμού σε συγκεκριμένο φάρμακο. Για τη θεραπεία της ψωρίασης χρησιμοποιούνται 
φάρμακα που στοχεύουν στον έλεγχο των συμπτωμάτων. Ειδικότερα, τα συστημικά φάρμακα 
εφαρμόζονται στους ασθενείς με ψωρίαση στους οποίους οι τοπικές θεραπείες και η 
φωτοθεραπεία δεν έχουν κάποιο θετικό αποτέλεσμα. Τα συστημικά φάρμακα περιλαμβάνουν 
τις μη βιολογικές θεραπείες, και τους βιολογικούς παράγοντες. Στους μη βιολογικούς 
παράγοντες ανήκουν η μεθοτρεξάτη που είναι ανταγωνιστής του φολικού οξέος, η 
κυκλοσπορίνη Α, που είναι καταστολέας Τ-λεμφοκυττάρων και η ακιτρετίνη που είναι 
ρετινοειδές. Παρόλο που τα φάρμακα είναι πολύ αποτελεσματικά, υπάρχουν πάσχοντες που 
δεν έχουν θετική απόκριση (Prieto-Pérez et al. 2013). Για αυτό, εγκρίθηκε η χρήση 
πολυάριθμων βιολογικών παραγόντων. Συγκεκριμένα, περιλαμβάνονται οι αναστολείς του 
TNF-a, όπως οι infliximab και etanercept, οι αναστολείς των IL-12/23, όπως ο ustekinumab, οι 
αναστολείς της IL-17, όπως οι brodalumab και secukinumab και οι αναστολείς της IL-23, όπως 
ο tildrakizumab. Ωστόσο, δεν ανταποκρίνονται όλοι οι ασθενείς με τον ίδιο τρόπο στη 
θεραπεία. Στόχος των φαρμακογενετικών μελετών είναι η εκ των προτέρων αντιστοίχιση της 
θεραπείας με το συγκεκριμένο ασθενή. Αυτός είναι και ο σκοπός της εξατομικευμένης 
θεραπείας (Hwang et al. 2017).  
Όσον αφορά τις φαρμακογενετικές μελέτες των συστημικών θεραπειών, σε μία μελέτη που 
αφορά την απόκριση στην μεθοτρεξάτη διερευνήθηκε εάν SNPs σε διαμεμβρανικούς 
μεταφορείς μεθοτρεξάτης και σε υποδοχείς αδενοσίνης σχετίζονται με την 
αποτελεσματικότητα ή/και με την τοξικότητα του φαρμάκου. Το δείγμα περιελάμβανε 374 
ασθενείς με χρόνια ψωρίαση κατά πλάκας, που είχαν υποβληθεί σε θεραπεία με μεθοτρεξάτη 
για τουλάχιστον 3 μήνες. Τα αποτελέσματα ήταν πως τρία SNPs του μεταφορέα εκροής ABCC1 
τα rs35592 (p-value= 0,008), rs2238476 (p-value= 0,02) και rs28364006 (p-value=0,02) 
συσχετίστηκαν με την αποτελεσματικότητα του φαρμάκου. Ακόμη, τέσσερα SNPs του ίδιου 
γονιδίου, τα rs11075291 (p-value=0,008), rs1967120 (p-value=0,01), rs3784862 (p-
value=0,002), rs246240 (p-value=0,0006) συσχετίστηκαν με την εμφάνιση ανεπιθύμητων 
ενεργειών και τοξικότητας. Τέλος, δύο SNPs του μεταφορέα εκροής ABCG2, τα rs13120400 
(p-value=0,03) και rs17731538 (p-value=0,007) συσχετίστηκαν με την αποτελεσματικότητα 
στη μεθοτρεξάτη (Warren et al. 2008). 
Σε μία άλλη φαρμακογενετική μελέτη σε 84 ασθενείς με ψωρίαση που έλαβαν κυκλοσπορίνη 
Α, ταυτοποιήθηκε στατιστικά σημαντική συσχέτιση του SNP 3435T του ABCB1 με αρνητική 
απόκριση στη θεραπεία (Vasilopoulos et al. 2014). 
Επιπρόσθετα, μία άλλη φαρμακογενετική μελέτη περιλαμβάνει 124 ασθενείς με χρόνια 
ψωρίαση κατά πλάκας οι οποίοι είχαν προηγουμένως υποβληθεί σε θεραπεία με ακιτρετίνη για 
τουλάχιστον 3 μήνες. Ειδικότερα, ο πολυμορφισμός -460 του ενδοθηλιακού αυξητικού 
παράγοντα VEGF συσχετίστηκε με την απόκριση στη θεραπεία με ακιτρετίνη (P=0,01). 
(Young et al. 2006). 
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Όσον αφορά τους βιολογικούς παράγοντες, μία έρευνα σε ισπανικό πληθυσμό 116 ατόμων 
έδειξε ότι η παρουσία των αλληλομόρφων HLA-C:06:02 και LCE-I (ID/II) του γονιδίου του 
επιδερμικού φραγμού LCE (late-cornified envelope) συσχετίζεται με θετική απόκριση σε 
φάρμακα αντι-TNF. Επιπλέον, μία έρευνα στον ελληνικό πληθυσμό με 250 άτομα συμπέρανε 
πως ο πολυμορφισμός rs1048554, που βρίσκεται κοντά στον γενετικό τόπο HLA-C, 
συσχετίζεται με καλύτερη απόκριση των ασθενών στα φάρμακα αντι-TNF. Ακόμη, οι ασθενείς 
που έφεραν το αλληλόμορφο Α (rs610604) του HLA-C, αποκρίθηκαν καλύτερα στην 
αδαλιμουμάμπη (Tutuncu et al. 2005). 
Ο πολυμορφισμός rs1799964 που βρίσκεται στον υποκινητή του γονιδίου TNF συσχετίστηκε 
με απόκριση σε φάρμακα αντι-TNF. Ειδικότερα, μία έρευνα σε 109 ασθενείς με ψωρίαση που 
έλαβαν θεραπεία για 6 μήνες έδειξε πως όσοι φέρουν το γονότυπο TT του rs1799964 ήταν 
πιθανότερο να ανταποκρίνονται σε φάρμακα αντι-TNF. Ακόμη, οι φορείς του γονότυπου ΤΤ 
έδειξαν καλύτερη απόκριση στην ινφλιξιμάμπη. Ένας άλλος πολυμορφισμός του TNF, o 
rs361525 που χαρτογραφείται στη θέση -238, συσχετίστηκε με θετική απόκριση. Έτσι, τα 
άτομα με γονότυπο GG στο rs361525 ήταν πιο πιθανό να ανταποκριθούν στην ετανερσέπτη 




Η απρεμιλάστη είναι ένας μικρός μοριακός αναστολέας της φωσφοδιεστεράσης 4 (PDE4), η 
οποία είναι ειδική για την κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη (cAMP). Τον Μάρτιο του 2014, 
η Υπηρεσία Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) των Η.Π.Α ενέκρινε την αμπρεμιλάση (Otezla, 
Celgene Corporation), τον πρώτο ειδικό αναστολέα της φωσφοδιεστεράσης 4 (PDE4), για 
χρήση από ενήλικες με ενεργό PsA (Ψωριασική Αρθρίτιδα). Στη συνέχεια, η απρεμιλάστη 
έλαβε την έγκριση του FDA το Σεπτέμβριο του 2014 για την περαιτέρω διάθεση του φαρμάκου 
στην αγορά για τη θεραπεία της μέτριας έως σοβαρής ψωρίασης κατά πλάκας (Fala 2015).  
Η κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη (cAMP) είναι ο ρυθμιστής ΄΄κλειδί΄΄ της κυτταρικής 
ανοσοαπόκρισης. Η αναστολή της PDE4 οδηγεί σε αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων 
cAMP. Σε πρόσφατα πειράματα, αποδείχθηκε ότι οι ισομορφές της PDE4 εκφράζονται σε 
υψηλότερο βαθμό στο ψωριασικό δέρμα απ’ ό,τι στο φυσιολογικό δέρμα. Στο ψωριασικό 
δέρμα τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης παρατηρήθηκαν στο ενδοθήλιο (PDE4A και PDE4D) 
και στους ινοβλάστες (PDE4A, PDE4B και PDE4D). Η έκφραση της PDE4B ήταν εμφανώς 
υψηλότερη στα αγγεία του επιφανειακού δέρματος των ασθενών με ψωρίαση σε σύγκριση με 
υγιείς μάρτυρες, καθώς και σε φλεγμονώδη κύτταρα, τα οποία ήταν πιο άφθονα στην 
ψωριασική επιδερμίδα (Peter H. Schafer et al. 2016).  
Τα Τ κύτταρα είναι κεντρικοί μεσολαβητές της συστημικής και τοπικής φλεγμονής στην 
ψωρίαση και την ψωριασική αρθρίτιδα (Cai et al. 2012). Οι ερευνητές παρατήρησαν πως η 
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απρεμιλάστη σε καλλιέργειες Τ-κυττάρων ανέστειλε τις κυτταροκίνες Th1, Th2, Th17 σε 
διαφορετικό βαθμό. Η απρεμιλάστη ανέστειλε ισχυρότερα την IL-17, η οποία παράγεται από 
τα κύτταρα Th17 (Tabarkiewicz et al. 2015). Επιπλέον, ανέστειλε τα κύτταρα Th2 και τις 
κυτταροκίνες IL-5, IL-10 και IL-13 και σε μικρότερο βαθμό τα κύτταρα Th1 και την 
ιντερφερόνη-γ (P H Schafer et al. 2014). Αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η παραγωγή 
IL-17 από τα Τ-λεμφοκύτταρα εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την ενζυμική δραστικότητα 
της PDE4 και είναι πολύ ευαίσθητη στην αναστολή της PDE4 από την απρεμιλάστη.  
Ένας λειτουργικός ρόλος για την PDE4 έχει επίσης παρατηρηθεί στα κερατινοκύτταρα. 
Πρώτον, όλες οι ισομορφές της PDE4 εκφράζονται στους πληθυσμούς των κερα-
τινοκυττάρων. Η απρεμιλάστη αποτρέπει την αποικοδόμηση του cAMP (Peter H. Schafer et al. 
2016) και ελαττώνει την παραγωγή των IL-17 και IL-22 (Εικόνα 3). Από την άλλη πλευρά, τα 
φυσιολογικά  επιδερμικά κερατινοκύτταρα παρουσιάζουν μειωμένη έκφραση του ΤΝF-α και 
διατηρούν  σταθερό ρυθμό κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Οι επιστήμονες έδειξαν ότι η 
απρεμιλάστη ρυθμίζει την έκφραση φλεγμονωδών γονιδίων σε φυσιολογικά ανθρώπινα 
κερατινοκύτταρα τα οποία είχαν διεγερθεί από την IL-17. Ειδικότερα μειώθηκε η   έκφραση 
γονιδίων που κωδικοποιούν τις κυτταροκίνες IL-12 / IL-23, IL-19, IL-31 και IL -33 (Pincelli 
et al. 2018). 
 
 
Εικόνα 3: Μηχανισμός δράσης της απρεμιλάστης, IL: ιντερλευκίνη, PDE4: φωσφοδιεστεράση 
4, TNF: παράγοντας νέκρωσης όγκου (Pincelli et al. 2018) 
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1.7 Φωσφοδιεστεράση 4 
Η φωσφοδιεστεράση 4 (PDE4) εκφράζεται σε πολλούς τύπους κυττάρων ιδιαίτερα σε κύτταρα 
του ανοσοποιητικού συστήματος δηλαδή, δενδριτικά κύτταρα, Τ κύτταρα, μακροφάγα και 
μονοκύτταρα (Wcisło-Dziadecka et al. 2017).. Η PDE4 έχει τέσσερις ισομορφές (A, B, C, D), 
είναι το πρωτογενές ένζυμο μεταβολισμού του cAMP και εμπλέκεται στον έλεγχο της 
απόκρισης σε φλεγμονώδη κύτταρα (Spadaccini et al. 2017).  
Ο μηχανισμός δράσης της φωσφοδιεστεράσης 4 φαίνεται στην Εικόνα 4. Στο πρώτο στάδιο 
της ενεργοποίησης της οδού του cAMP, το εξωκυτταρικό σήμα συνδέεται με τον υποδοχέα της 
κυτταρικής επιφάνειας. Μετά τη σύνδεση, το εξωκυτταρικό σήμα μεταφέρεται διαμέσου της 
κυτταρικής μεμβράνης στο εσωτερικό τμήμα του υποδοχέα, το οποίο αλληλεπιδρά με τις 
πρωτεΐνες G, έτσι ώστε όταν το σήμα δεσμευθεί στον υποδοχέα, η πρωτεΐνη G ενεργοποιείται. 
Στη συνέχεια η πρωτεΐνη G αλληλεπιδρά με την αδενυλική κυκλάση με αποτέλεσμα την 
ενεργοποίηση της τελευταίας. Η αδενυλική κυκλάση, στη συνέχεια, παράγει cAMP από ΑΤΡ. 
Ακολούθως, το cAMP μετατρέπει την πρωτεϊνική κινάση Α από την ανενεργή της μορφή στην 
ενεργό μορφή της. Πλέον, η πρωτεϊνική κινάση Α μπορεί να ενεργοποιήσει πρωτεΐνες-κλειδιά 
εντός του πυρήνα για να ξεκινήσει ή να μεταβάλλει την κυτταρική απόκριση. Το cAMP 
αποικοδομείται γρήγορα και απενεργοποιείται μέσω της δράσης της φωσφοδιεστεράσης 
(Moustafa et al. 2014). 
Αυξημένα επίπεδα cAMP αναστέλλουν την οδό του NF-kB με αποτέλεσμα τη μείωση του TNF. 
Επίσης, αυξημένα επίπεδα cAMP σε λευκοκύτταρα καταστέλλουν την έκφραση προ-
φλεγμονωδών κυτταροκινών (ΤΝF-α, IL-12) και του προ-φλεγμονώδους μεσολαβητή  
λευκοτριενίου Β4. Ταυτόχρονα, το cAMP ενισχύει την παραγωγή της αντι-φλεγμονώδους 
κυτταροκίνης IL-10. Το cΑΜΡ διασπάται στην ενεργό του μορφή από τη φωσφοδιεστεράση 4. 
Επομένως, η ισορροπία του cAMP ενδο-κυτταρικά ρυθμίζεται ή διατηρείται μέσω των 
επιδράσεων των υποδοχέων GPCRs, οι οποίοι αυξάνουν την ενδοκυτταρική συγκέντρωση του 
cAMP και των φωσφοδιεστερασών, οι οποίες μειώνουν την ενδοκυτταρική ποσότητα cAMP 
(Serezani et al. 2008). 
Με βάση την παρουσία και τον ρόλο της PDE4 σε διάφορα φλεγμονώδη κύτταρα, οι 
αναστολείς PDE4 μπορούν να ασκήσουν αντιφλεγμονώδη δράση σε όλα σχεδόν τα 
φλεγμονώδη κύτταρα και να εξυπηρετήσουν έναν πιθανό ρόλο ως αντιφλεγμονώδη φάρμακα 




Εικόνα 4: Μονοπάτι του cAMP (Moustafa et al. 2014) 
 
1.8 Σκοπός της διπλωματικής εργασίας 
Με βάση το ρόλο της φωσφοδιεστεράσης 4 στον έλεγχο της απόκρισης σε φλεγμονώδη 
κύτταρα, σκοπός είναι ο έλεγχος συσχέτισης πολυμορφισμών στην PDE4 με την απόκριση 
στην θεραπεία με απρεμιλάστη σε ασθενείς με ψωρίαση. Ειδικότερα, στην παρούσα πτυχιακή 
εργασία, σκοπός ήταν ο έλεγχος του  πολυμορφισμού (SNP) rs6684621 στο γονίδιο PDE4Β, 






2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) 
Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction) είναι μια ενζυμική 
δοκιμασία που επιτρέπει την ενίσχυση ενός συγκεκριμένου τμήματος DΝΑ . Ο Kary Mullis, ο 
οποίος επινόησε τη διαδικασία, εξήγησε ότι "σας επιτρέπει να επιλέξετε το κομμάτι του DNA 
που σας ενδιαφέρει και να έχετε όση ποσότητα επιθυμείτε" (Mullis et al. 1987). Για τη 
διαδικασία της PCR απαιτούνται ελάχιστες ποσότητες DNA και παράγονται αρκετά αντίγραφα 
για περαιτέρω ανάλυση (Garibyan et al. 2013).  
Κάθε PCR απαιτεί την παρουσία εκμαγείου DNA, εκκινητών, νουκλεοτιδίων και DΝΑ 
πολυμεράσης. Η DNA πολυμεράση είναι το βασικό ένζυμο που συνδέει μεμονωμένα 
νουκλεοτίδια για να σχηματίσει το προϊόν. Οι εκκινητές στην αντίδραση οριοθετούν το ακριβές 
προϊόν που πρόκειται να ενισχυθεί και είναι ολιγονουκλεοτίδια, συμπληρωματικά του DNA-
στόχου. Αυτοί χρησιμεύουν ως σημείο επέκτασης για να ξεκινήσει να προσθέτει νουκλεοτίδια 
η DNA πολυμεράση (Caetano-Anollés 2013). Το μίγμα της αντίδρασης τοποθετείται στο 
θερμοκυκλοποιητή ο οποίος πραγματοποιεί επαναλαμβανόμενους κύκλους ενίσχυσης DNA. Ο 
θερμοκυκλοποιητής αυξομειώνει τη θερμοκρασία του με ακριβή και προγραμματισμένα 
βήματα. Το διάλυμα αντίδρασης αρχικά θερμαίνεται ώστε να πραγματοποιηθεί αποδιάταξη του 
εκμαγείου, όπως δείχνει η Εικόνα 5.  Η θερμοκρασία στη συνέχεια μειώνεται για να επιτρέψει 
στους εκκινητές να δεσμευτούν στα τμήματα του DΝΑ στόχου, μια διαδικασία γνωστή ως 
υβριδοποίηση των εκκινητών. Η θερμοκρασία αυξάνεται και πάλι, οπότε η DΝΑ πολυμεράση 
είναι ικανή να επεκτείνει τους εκκινητές προσθέτοντας νουκλεοτίδια στην αναπτυσσόμενο 
κλώνο DNA, μια διαδικασία γνωστή ως επιμήκυνση της αλυσίδας ή πολυμερισμός. Με κάθε 
επανάληψη αυτών των τριών βημάτων, ο αριθμός των μορίων DNA αυξάνεται εκθετικά 
(Garafutdinov et al. 2017) . 
Η μέθοδος της PCR πραγματοποιήθηκε με σκοπό την ενίσχυση τμήματος DNA που περιέχει 
τον πολυμορφισμό (SNP) rs6684621εντός του γονιδίου PDE4B. Οι αλληλουχίες των 
εκκινητών  που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
Εμπρόσθιος: 5΄ CCT GAG GGA ATG CCA AGG GA  3΄  
Ανάστροδφος: 5΄ ATC CAA TTT GCA ATA ACT GGC TGT  3΄ 
 
H αλληλουχία στόχος είναι η ακόλουθη. Με κίτρινο χρώμα φαίνεται το SNP rs6684621 και με 













Εικόνα 5: Σχηματική αναπαράσταση της PCR (Garibyan et al. 2013) 
 
 
Τα βήματα που εφαρμόστηκαν είναι τα εξής: 
1. Ξεπάγωμα όλων των αντιδραστηρίων και ανάδευσή τους 
2. Για την παρασκευή του Master Mix προστίθενται και αναδεύονται σε ένα σωληνάριο τα 
αντιδραστήρια που υποδεικνύει ο Πίνακας 1, πλην του DNA. 
3. Προστίθενται και αναδεύονται σε κάθε σωληνάριο το Master Mix και το DNA του 
δείγματος. 
4. Τα δείγματα εισάγονται στον θερμοκυκλοποιητή όπου εφαρμόζεται το εξής πρόγραμμα 




 95 οC για 5 min 
 95 οC για 40 sec 
 60 οC για 40 sec 
 72 οC για 40 sec 




Πίνακας 1: Αντιδραστήρια της PCR 
Αντιδραστήρια Ποσότητα (μl) 
DNA εκμαγείο 1.5* 







dNTPs (10mM) 1 




Συνολικός όγκος αντίδρασης 50 
*Η ποσότητα DNA που προστίθεται εξαρτάται από την επιλογή του δείγματος (100-300ng). 
 
2.2 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
Η ηλεκτροφόρηση πηκτής είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό θραυ-
σμάτων DNA (ή άλλων μακρομορίων, όπως RNA και πρωτεϊνών) με βάση το μέγεθος και το 
φορτίο τους. Η διαδικασία περιλαμβάνει τη διέλευση ρεύματος διαμέσου της πηκτής, όπου 
περιέχονται τα μόρια που μελετούνται. Με βάση το μέγεθος και το φορτίο τους, τα μόρια θα 
μετακινηθούν μέσω της πηκτής σε διαφορετικές κατευθύνσεις ή με διαφορετικές ταχύτητες, 
επιτρέποντάς τους να διαχωριστούν το ένα από το άλλο (Stellwagen 2010).  
Όλα τα μόρια DΝΑ έχουν την ίδια ποσότητα φορτίου ανά μάζα. Οπότε, στην ηλεκτροφόρηση 
θραυσμάτων DNA ο διαχωρισμός βασίζεται μόνο στο μέγεθος, το οποίο μπορεί να προσ-
διοριστεί με παράλληλη ηλεκτροφόρηση θραυσμάτων DNA γνωστών μεγεθών (Lee et al. 
2012). Η πηκτή για το διαχωρισμό του DNA παρασκευάζεται από αγαρόζη και κατάλληλο 
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ρυθμιστικό διάλυμα Τα μόρια αγαρόζης σχηματίζουν μικροσκοπικούς πόρους από τους 
οποίους διέρχεται το DNA (Wawer et al. 1995).  
 
Τα βήματα που εφαρμόστηκαν είναι τα εξής: 
1. Προσθήκη σε μία κωνική φιάλη TAE 1x και αγαρόζη, όπως υποδεικνύει ο Πίνακας 2, και 
μεταφορά της στο φούρνο μικροκυμάτων ώστε να λιώσει η αγαρόζη 
2. Τα τοιχώματα της κωνικής φιάλης τοποθετούνται κάτω από τρεχούμενο νερό για 30 
δευτερόλεπτα υπό συνεχή ανάδευση 
3. Προσθήκη 4μl Xpert green χρωστικής στο διάλυμα και απόχυσή του στο ειδικό καλούπι 
με τα ΄΄χτενάκια΄΄ 
4. Αναμονή για 30 min ώστε να σχηματιστεί η πηκτή 
5. Μεταφορά στην ειδική συσκευή ηλεκτροφόρησης και προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος  
ΤΑΕ 1x 
6. Προετοιμασία των δειγμάτων για ηλεκτροφόρηση: Ανάμειξη 6 μl PCR προϊόντος με 4 μl 
διαλύματος φόρτωσης 
7. Τοποθέτηση δείγματος προϊόντος PCR σε κάθε ΄΄πηγαδάκι΄΄ της πηκτής  
8. Εφαρμόζεται τάση ηλεκτρικού πεδίου στα 150 V για 20-30 min 
9. Παρατήρηση και φωτογράφηση των ζωνών DNA σε συσκευή UV 
 
Πίνακας 2: Αντιδραστήρια για την παρασκευή του πηκτώματος αγαρόζης και 
για την πραγματοποίηση της ηλεκτροφόρησης 
Αντιδραστήρια Ποσότητα  
Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ Buffer 
(200mM Tris, 200mM CH3COOH, 1mM EDTA) σε 
συγκέντρωση 1x 
50 ml 
Αγαρόζη 1 gr 
Χρωστική Xpert Green DNA 4 μl 
Διάλυμα φόρτωσης: Bromophenol Blue 0,25%, Xylene 







2.3 Ανάλυση πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονόκλωνης αλυσίδας 
(SSCP) 
Η ανάλυση πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονόκλωνης αλυσίδας (Single Strand Conformation 
Polymorphism SSCP) είναι μία τεχνική που εφαρμόζεται για την ανίχνευση μεταλλάξεων, στη 
συγκεκριμένη πτυχιακή στα προϊόντα της PCR. Το προϊόν PCR υφίσταται αποδιάταξη σε 
μονόκλωνα μόρια με έκθεση σε αποδιατακτικό διάλυμα και θέρμανση. Ακολουθεί 
ηλεκτροφόρηση σε μη αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (Orita et al. 1989). Εάν υπάρχει 
μετάλλαξη στο τμήμα DNA που μελετάται θα επηρεαστούν τόσο ο τρόπος αναδίπλωσης της 
μονόκλωνης αλυσίδας όσο και η κινητικότητά της υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου 
(Hayashi 1992). Ως αποτέλεσμα, οι αγρίου τύπου και μεταλλαγμένες αλληλουχίες θα 
μετακινηθούν διαφορετικά στην πηκτή. Η ανάλυση PCR-SSCP μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 
εργαλείο ανίχνευσης για σημειακές μεταλλάξεις. Ωστόσο, δε μπορεί να ανιχνεύσει την ακριβή 
αλλαγή των νουκλεοτιδίων. Αυτό απαιτεί την αλληλούχηση του DNA (Sekiya 1996). 
 
ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ  
Στην εργασία χρησιμοποιήθηκε πηκτή πολυακρυλαμίδης συγκέντρωσης 12%. Για την 
παρασκευή της εφαρμόστηκαν τα εξής βήματα: 
 
1. Συναρμολόγηση της ειδικής συσκευής 
2. Προστίθενται σε ποτήρι ζέσεως τα αντιδραστήρια που υποδεικνύει ο Πίνακας 3, πλην του 
TEMED, APS και αναδεύονται μέχρι να ομογενοποιηθεί το διάλυμα 
3. Το διάλυμα διηθείται σε έναν ογκομετρικό σωλήνα, ρυθμίζεται έως τα 62,5 ml και 
μεταφέρεται σε κωνική φιάλη 
4. Προστίθενται TEMED και APS στις ποσότητες που υποδεικνύει ο Πίνακας 3 και 
ακολουθεί σύντομη ανάδευση 
5. Αποχύνεται το διάλυμα ανάμεσα στα τζάμια της ειδικής συσκευής όπου θα πολυμεριστεί 
η πολυακρυλαμίδη 
6. Τοποθετούνται τα ΄΄χτενάκια΄΄ για να σχηματιστούν τα ΄΄πηγαδάκια΄΄  
7. Αναμονή για ~30 min να σχηματιστεί η πηκτή πολυακρυλαμίδης 
8. Αφαιρούνται τα ΄΄χτενάκια΄΄και το καλούπι μεταφέρεται στην ειδική συσκευή 
ηλεκτροφόρησης  









Πίνακας 3: Αντιδραστήρια για την παρασκευή της πηκτής πολυακρυλαμίδης 12 % 
Αντιδραστήρια  Ποσότητα  
Ακρυλαμίδη 7,5 gr 
Δισακρυλαμίδη 0,19 gr 
Γλυκερόλη 50% 6,25 ml 
TBE 10x 3,2 ml 
TEMED (Tetramethylethylenediamine) 62,5 μl 
APS 20% (Ammonium Persulfate) 375 μl 
ddH2O 53 ml 
 
 
ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΚΑΙ ΑΠΟΔΙΑΤΑΞΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟ-
ΝΤΩΝ PCR 
Το διάλυμα που χρησιμοποιείται για την αποδιάταξη των προϊόντων PCR έχει την ακόλουθη 
σύσταση: 
 95% φορμαμίδιο 
 0,05% μπλε βρωμοφαινόλης 
 0,05% μπλε ξυλενίου  
 10mM υδροξείδιο του νατρίου NaOH 
 
Τα βήματα που εφαρμόστηκαν είναι τα εξής: 
1. Ξεπάγωμα των προϊόντων PCR 
2. Σε κάθε σωληνάριο προστίθενται 10 μl αποδιατακτικό διάλυμα και 7 μl προϊόντος PCR. 
3. Ακολουθεί αποδιάταξη των προϊόντων PCR με θέρμανση στους 
 99 oC για 10 min 
4. Τα δείγματα τοποθετούνται αμέσως σε πάγο και ΄΄φορτώνονται΄΄ στα ΄΄πηγαδάκια΄΄ της 





ΧΡΩΣΗ ΤΗΣ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ ΜΕ ΝΙΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ 
Τα βήματα που εφαρμόστηκαν είναι τα εξής: 
1. Τοποθέτηση της πηκτής πολυακρυλαμίδης σε διαφανή μεμβράνη και μεταφορά της σε 
σκεύος ανάδευσης 
2. Τοποθέτηση του σκεύους σε αναδευτήρα καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας της χρώσης 
3. Προστίθενται 200 ml από το διάλυμα 1, που υποδεικνύει ο Πίνακας 4, στο σκεύος με την 
πηκτή πολυακρυλαμίδης 
4. Αναδεύεται για 3 min και αποχύνεται το διάλυμα 
5. Προστίθενται τα υπόλοιπα 200 ml από το διάλυμα 1 και αναδεύεται για 3 min 
6. Αποχύνεται το διάλυμα και προστίθενται το διάλυμα 2, που υποδεικνύει ο Πίνακας 4 
7. Αναδεύεται για 8 min και αποχύνεται το διάλυμα 
8. Ακολουθούν 2 γρήγορες πλύσεις με ddH2O 
9. Προστίθενται το διάλυμα 3, που υποδεικνύει ο Πίνακας 4 και αναδεύεται μέχρι να βαφεί η 
πηκτή πολυακρυλαμίδης  
10. Γρήγορη πλύση με ddH2O 
 
Πίνακας 4: Αντιδραστήρια για τη χρώση της πηκτής πολυακρυλαμίδης με νιτρικό άργυρο 
Διάλυμα 1 Διάλυμα 2 Διάλυμα 3 
400 ml ddH2O 200 ml ddH2O 200 ml ddH2O 
0,5 ml οξικό οξύ 0,2 gr νιτρικό άργυρο 
(AgNO3) 
3 gr υδροξείδιο του 
νατρίου (NaOH) 
  0,02 gr NaBH4 
  1 ml φορμαλδεΰδη 
 
 
2.4 Καθαρισμός των προϊόντων PCR για αλληλούχηση 
Για τον καθαρισμό των δειγμάτων που προορίζονται για αλληλούχηση χρησιμοποιήθηκε το 
εμπορικό kit SureClean Plus της εταιρείας BIOLINE. Όπως αναφέρει το πρωτόκολλο, 
απομακρύνει πρωτεΐνες, όπως περιοριστικά ένζυμα και πολυμεράσες. Επίσης, αφαιρεί από τα 
δείγματα τα διμερή των εκκινητών και τα dNTPs.  
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2.5 Ανάλυση αλληλουχιών 
Η αλληλούχηση πραγματοποιήθηκε από την εταιρεία CEMIA (https://cemia.eu/). Τα 
αποτελέσματα της αλληλούχησης αναλύθηκαν με τη βοήθεια του υπολογιστικού 
προγράμματος BioEdit Sequence Alignment Editor. Το πρόγραμμα Bioedit συμβάλλει στον 
εντοπισμό των πολυμορφισμών, καθώς στοιχίζει τις αλληλουχίες των δειγμάτων που 
αναλύθηκαν με την αλληλουχία αναφοράς και έτσι μπορεί να αξιολογηθεί σε ποιες 
αλληλουχίες υπάρχει κάποια παραλλαγή. Επίσης, όταν το άτομο  είναι ετερόζυγο εμφανίζει 





























3.1 Αποτελέσματα PCR 
Η PCR εφαρμόστηκε σε όλα τα δείγματα με σκοπό την ενίσχυση του επιθυμητού τμήματος 
DNA που περιέχει το SNP rs6684621 που μελετάται. Για να οπτικοποιηθεί το αποτέλεσμα 
της PCR πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Η Εικόνα 6 περιέχει τα 
αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης όλων των δειγμάτων που 
ενισχύθηκαν με PCR. 
 
Εικόνα 6: Αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης όλων των δειγμάτων. 









3.2 Αποτελέσματα ανάλυσης SSCP 
Η ανάλυση πολυμορφισμού διαμόρφωσης μονόκλωνης αλυσίδας (SSCP) πραγματοποιήθηκε 
με σκοπό την ομαδοποίηση των δειγμάτων, δηλαδή την κατάταξη τους σε διαφορετικά 
πρότυπα. Σκοπός της μεθόδου είναι η μείωση του αριθμού των δειγμάτων που θα σταλούν για 
αλληλούχηση. Ειδικότερα, αλληλουχείται ένα δείγμα από κάθε διαφορετικό πρότυπο. 
Παρατηρώντας την Εικόνα 7, προέκυψαν 11 διαφορετικά πρότυπα με την εξής ομαδοποίηση 
των δειγμάτων: 
 
Πρότυπο 1:  apre14, apre23, apre24, apre29 
Πρότυπο 2: apre26, apre36, cos2, cos11 
Πρότυπο 3: apre5, apre6 
Πρότυπο 4: apre27 
Πρότυπο 5: apre8, apre15, apre18, apre20 
Πρότυπο 6: apre1, apre2, apre4, apre7, apre10, apre11, apre13, apre16, apre21, apre30 
Πρότυπο 7: apre37 
Πρότυπο 8: apre33 
Πρότυπο 9: cos3, cos10, cos21, apre9, apre17 
Πρότυπο 10: apre31, apre34, apre12, cos23 
Πρότυπο 11: apre25 
 
Παρατηρούμε πως τα πρότυπα που προέκυψαν είναι έντεκα που είναι αρκετά σε σχέση με τον 
αριθμό των δειγμάτων που είναι τριάντα επτά. Αυτό οφείλεται στο γεγονός πως αν 
συγκρίνουμε τις αντίστοιχες ζώνες των πηκτών πολυακρυλαμίδης δεν εμφανίζουν σημαντικές 
διαφορές στα ύψη που εντοπίζονται και είναι δύσκολη η κατηγοριοποίηση τους. Οπότε, 
























3.3 Αποτελέσματα αλληλούχησης 
Για αλληλούχηση επιλέχθηκαν τα δείγματα cos3, apre25, apre33, apre31, apre37, apre16, 
apre6, apre15, apre29, apre27 και cos2. Οι γονότυποι των δειγμάτων συγκεντρώνονται στον 
Πίνακα 5. 
 
Πίνακας 5: Γονότυποι των δειγμάτων που 
αλληλουχήθηκαν 














Έπειτα, σύμφωνα με τα διαφορετικά πρότυπα που προέκυψαν από την SSCP (βλ. 














Πίνακας 6: Γονότυποι των ασθενών με ψωρίαση που έλαβαν θεραπεία με απρεμιλάστη 
Κωδικός ασθενούς Γονότυπος Κωδικός ασθενούς Γονότυπος 
cos3 C/C apre13 C/C 
cos10 C/C apre34 C/T 
cos21 C/C apre21 C/C 
apre9 C/C apre30 C/C 
apre17 C/C apre6 C/C 
apre25 T/T apre5 C/C 
apre33 C/T apre15 T/T 
apre31 C/T apre8 T/T 
apre12 C/T apre18 T/T 
apre24 C/T apre20 T/T 
apre37 C/T apre29 C/T 
apre16 C/C apre14 C/T 
apre1 C/C apre23 C/T 
apre2 C/C apre27 T/T 
apre4 C/C cos2 C/T 
apre7 C/C apre26 C/T 
apre10 C/C apre36 C/T 
apre11 C/C cos11 C/T 
cos23 C/T 
 
Ακολούθως, υπολογίστηκαν οι γονοτυπικές συχνότητες και οι συχνότητες των 
αλληλομόρφων. 
Υπολογισμός των γονοτυπικών συχνοτήτων: 
f(CC) = 17 / 37 = 0.45 
f(CT) = 14 / 37 = 0.37 
f (TT) = 6 /37 = 0.16 
Υπολογισμός των αλληλομορφικών συχνοτήτων: 
p = f(C) = f(CC) + ½ f(CT) = 0.45 + ( ½ x 0.37 ) = 0.635 







Η ψωρίαση είναι μια χρόνια φλεγμονώδης πάθηση του δέρματος που επηρεάζει παγκοσμίως 
το 2-5% του ανθρώπινου πληθυσμού. Οι περισσότερες φαρμακογενετικές μελέτες που έχουν 
πραγματοποιηθεί αφορούν παλαιότερες συστημικές θεραπείες όπως η μεθοτρεξάτη, η 
κυκλοσπορίνη και η ακιτρετίνη. Επίσης, φαρμακογενετικές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί 
και για βιολογικούς παράγοντες όπως τον αντι-TNF και τους αναστολείς των IL-12/23. 
Ωστόσο, αρκετοί ασθενείς δεν αποκρίνονται στις θεραπείες ή παρουσιάζουν πολλές 
παρενέργειες. Είναι επιτακτική, λοιπόν, η ανάγκη για τη διεξαγωγή φαρμακογενετικών 
μελετών.  
Η συγκεκριμένη φαρμακογενετική μελέτη αφορά ασθενείς που τούς χορηγήθηκε η 
απρεμιλάστη, μια φαρμακευτική ουσία που χρησιμοποιείται από το 2014 για τη θεραπεία 
ασθενών με ψωρίαση. Η απρεμιλάστη χορηγείται σε ασθενείς στους οποίους οι συστημικές 
θεραπείες δεν έχουν καλά αποτελέσματα, εμφανίζουν σοβαρές παρενέργειες ή υπάρχει κάποια 
αντένδειξη για τη χορήγηση τους. Ειδικότερα, αποτελεί μια θεραπεία με καλή ανταπόκριση και 
εμφανίζει ελάχιστες παρενέργειες. Η εργασία στηρίχθηκε στην υπόθεση πως, πιθανόν κάποιοι 
πολυμορφισμοί στο γονίδιο της φωσφοδιεστεράσης 4 (PDE4B) επηρεάζουν τη δραστικότητα 
της απρεμιλάστης, που αποτελεί έναν εκλεκτικό αναστολέα του ενζύμου. Ειδικότερα, η μελέτη 
περιλαμβάνει γονοτύπηση στο SNP rs6684621 του γονιδίου PDE4B σε τριάντα επτά δείγματα 
ασθενών που πάσχουν από ψωρίαση και τούς χορηγήθηκε η απρεμιλάστη. Τα αποτελέσματα 
στις γονοτυπικές συχνότητες είναι f(CC) = 0.45, f(CT) = 0.37 και f(TT) = 0.16. Επίσης, οι 
συχνότητες των αλληλομόρφων είναι p = f(C) = 0.635 και q = f(T) = 0.345. Σύμφωνα με το 
1000 Genomes Project Phase 3, στην Ευρώπη οι συχνότητες είναι f(C) = 0.42 και f(T) = 0.58. 
Στην Ανατολική Ασία οι συχνότητες είναι f(C) = 0.68 και f(T) = 0.32 και στη Δυτική Ασία οι 
συχνότητες είναι f(C) = 0.61 και f(T) = 0.39. Ενώ, στην Αμερική οι συχνότητες είναι f(C) = 
f(T) = 0.5 και στην Αφρική οι συχνότητες είναι f(C) = 0.51 και f(T) = 0.49. Οι συχνότητες των 
αλληλομόρφων της συγκεκριμένης μελέτης προσεγγίζουν αυτές της Ανατολικής και Δυτικής 
Ασίας. Εάν τις συγκρίνουμε με την Ευρώπη, υπάρχει απόκλιση καθώς στην Ευρώπη f(T) > 
f(C). Ο αριθμός των δειγμάτων της συγκεκριμένης εργασίας είναι μικρός για να 
πραγματοποιηθεί στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων. Η συλλογή επιπλέον δειγμάτων, 
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